蛋白C缺陷症是一种常染色体显性遗传性疾病，1981年由Griffin等[@b1]首次报道。蛋白C是一种由肝脏产生的维生素K依赖性血浆蛋白，人类蛋白C基因（PROC）位于第2号染色体2q (4,6），基因组DNA全长11 kb，有9个外显子（1 790 bp）。蛋白C的体内半寿期约6 h，明显低于凝血因子Ⅱ（FⅡ）、FⅨ、FⅩ这些维生素K依赖性凝血因子[@b2]。蛋白C在凝血酶或凝血酶-血栓调节蛋白复合物的作用下转变为活化蛋白C（APC）[@b3]，APC与其辅因子蛋白S形成复合物，灭活活化FⅤ（FⅤa）和活化FⅧ（FⅧa）并增强纤溶活性，因此具有抗凝作用。当蛋白C缺乏时，FⅤa和FⅧa灭活减少、血循环纤溶能力降低，致使纤维蛋白形成过多而发生血栓[@b4]。截至目前，已发现300多种PROC基因突变，但只有少数涉及亚洲人群[@b4]--[@b6]。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例资料：例1：女，40岁。因"左下肢肿胀1周"入院。查体：双下肢感觉、活动正常，左下肢凹陷性水肿，未见下肢浅静脉曲张及皮肤色素沉着，Neuhof征（+），Homans征（＋），右下肢无肿胀，双侧股动脉、腘动脉、足背动脉搏动可及。蛋白C活性（PC∶C) 48%（正常参考值60%\~140%），蛋白S活性（PS∶C) 26.3%（正常参考值59.0%\~118.0%），抗凝血酶活性（AT∶C）75.6%（正常参考值103.2%\~113.8%）。彩色多普勒血管超声：左下肢深静脉血栓形成。患者既往无特殊病史，无血栓病史，否认近亲婚配史，家族成员中无其他严重血栓病例。患者籍贯浙江，家属拒绝来院行家系筛查。给予抗凝、溶栓、滤器植入等治疗，症状好转出院。

例2：女，32岁。因"双下肢渐进性肿痛瘀紫1个月余、加重伴皮肤破溃2 d"入院。查体：双侧股动脉及足背动脉搏动未触及，小腿遍布张力性水疱，局部破溃渗出，异味明显，双下肢可轻度屈曲，抬起无力。双腕至远端皮肤呈暗紫色，皮温下降，感觉减退，活动无障碍。PT、APTT均不凝（已接受抗凝治疗），D-二聚体6 350 µg/L，HGB 62 g/L。PC∶C 27%，PS∶C 22.9%，AT∶C 86.7%。彩色多普勒血管超声：双下肢深静脉血栓形成，动脉狭窄。否认既往特殊病史，否认血栓病史，否认近亲婚配，家庭其他成员血栓史不详。给予抗凝、抗感染等治疗，因呼吸衰竭、感染性休克、DIC死亡。

例3：女，28岁，因"右下肢肿胀、疼痛2周"入院。查体：双下肢感觉、活动正常，右下肢肿胀，Neuhof征（+），Homans征（+）。PC∶C 58%，PS∶C 57.3%，AT∶C 80.8%。彩色多普勒血管超声：右侧髂静脉及股深静脉血栓。既往否认特殊病史，否认严重血栓病史，否认近亲婚配，家族成员中无其他血栓病例。家族成员拒绝来院筛查。给予抗凝、溶栓、滤器植入等治疗，症状好转出院。

例4：男，30岁，因"左下肢肿胀、疼痛1周"入院。查体：双下肢感觉、活动正常，左下肢肿胀（以左大腿明显），无凹陷性水肿，无浅静脉曲张和皮肤色素沉着，Neuhof征（+），Homans征（＋），右下肢无肿胀，双侧股动脉、腘动脉及足背动脉搏动可及。PC∶C 50%，PS∶C 75.0%，AT∶C 89.1%。彩色多普勒血管超声：左下肢股浅、腘、胫后静脉血栓形成。肺血管造影：双下肺动脉栓塞伴双下肺梗死。给予抗凝、溶栓、滤器植入等治疗，症状好转出院。

2．基因分析方法：采用E.Z.N.A. SE Blood DNA Kit（上海索莱宝生物科技有限公司产品）提取基因组DNA并用PCR法扩增DNA，PCR扩增引物参照文献[@b7]设计。PCR产物纯化后采用双脱氧链终止法在ABI 3130测序仪上进行测序（上海美吉生物医药科技有限公司），用Chromas软件和Lasergene软件将测序结果与美国NCBI基因库（GeneBank）所公布的PC基因序列（NG_016323.1，NP_000303.1）进行比对以寻找基因突变位点。检出的突变位点均反向测序证实。

3．基因多态性分析：抽提50名健康人外周血DNA，针对4例蛋白C缺陷症患者检出的PROC基因突变结果进行相应突变位点PCR扩增。

结果 {#s2}
====

1．基因分析结果：①例1检出PROC基因启动子C5156T杂合突变、2号外显子A6578T杂合突变。②例2检出PROC基因启动子C5156T杂合突变和A5045T杂合突变。③例3检出PROC基因启动子C4867T杂合突变、7号外显子区12702--12704 AGA（Arg192）或12705--12707 AGA（Arg193）杂合缺失、9号外显子G15240A杂合突变（Arg 370 His）。④例4检出PROC启动子C4867T纯合突变、G4880A纯合突变，2号外显子T6589C杂合突变。

经查阅Pubmed文献数据库，PROC基因启动子错义突变A5045T（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）、A6578T（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）、G15240A（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）以及缺失突变AGA12702-12704del或12705-12707del（[图4](#figure4){ref-type="fig"}）为国际首次报告。

![例2蛋白C基因启动子A5045T杂合突变（箭头所示为突变位点）](cjh-37-11-966-g001){#figure1}

![例1蛋白C基因2号外显子A6578T杂合突变（箭头所示为突变位点）](cjh-37-11-966-g002){#figure2}

![例3蛋白C基因9号外显子G15240A杂合突变（箭头所示为突变位点）](cjh-37-11-966-g003){#figure3}

![例3蛋白C基因7号外显子12702-12704 AGA (Arg192）或12705-12707 AGA (Arg193）杂合缺失](cjh-37-11-966-g004){#figure4}

2．基因多态性分析：取50名健康人血液标本抽提DNA，针对4例蛋白C缺陷症患者检出的突变位点进行相应外显子部位PCR扩增。结果表明，PROC基因启动子C4867T纯/杂合突变、G4880A纯合突变、C5156T杂合突变为PROC基因多态性。

4例蛋白C缺陷症患者PROC启动子三个多态性位点（G4880A、C4867T、C5156T）见[表1](#t01){ref-type="table"}，PROC基因分析结果详见[表2](#t02){ref-type="table"}。

###### 4例蛋白C缺陷症患者蛋白C基因启动子多态性位点

  例号   4867C/T   4880G/A   5156C/T
  ------ --------- --------- ---------
  1      C/C       G/G       C/T
  2      C/C       G/G       C/T
  3      C/T       G/G       C/C
  4      T/T       A/A       C/C

###### 4例蛋白C缺陷症患者蛋白C基因分析结果

   例号   性别   年龄（岁）  突变位置    突变位点                                           多态性位点  氨基酸改变
  ------ ------ ------------ ----------- ------------------------------------------------- ------------ ----------------------
    1      女        40      2号外显子   A6578T杂合（错义突变）                                 否      Thr18Ser
                             启动子      C5156T杂合突变                                         是      无
    2      女        32      启动子      C5156T杂合突变                                         是      无
                             启动子      A5045T杂合突变                                         否      无
    3      女        28      启动子      C4867T杂合突变                                         是      无
                             7号外显子   AGA12702--12704del或12705--12707del（缺失突变）        否      Arg192del或Arg193del
                             9号外显子   A15240G杂合（错义突变）                                否      His370Arg
    4      男        30      启动子      C4867T纯合突变                                         是      无
                             启动子      G4880A纯合突变                                         是      无
                             2号外显子   T6589C杂合（同义突变）                                 否      Pro22Pro

讨论 {#s3}
====

蛋白C缺乏在正常人群中的检出率为0.2%\~0.4%，在静脉血栓栓塞症（VTE）患者的检出率为2.3%\~3.3%[@b8]。我国蛋白C缺乏检出率为2.26%[@b9]。由于部分患者临床表现轻微甚至无明显临床表现，蛋白C缺陷症的实际患病率资料难以获得。本组4例患者年龄28\~40岁，与文献[@b10]报道的杂合突变个体血栓事件多发生于30\~40岁、很少在20岁之前发病的结果相符。在本研究中，未发现文献[@b4]报道的中国人PROC基因突变热点Arg147Trp和Lys150del。

PROC基因有9个外显子，其中8个编码氨基酸，1号外显子不翻译，2号外显子编码信号肽，3号外显子编码前肽和羧基谷氨酸结构域，4号外显子主要与结合部位相关，5、6号外显子编码EGF样结构域，7号外显子编码连接肽（Lys156-Arg157）和活化肽，8号外显子编码活化中心的His211, 9号外显子编码活化中心的Asp257和Ser360[@b11]。本研究中，例1 PROC基因启动子存在多态性位点C5156T, 2号外显子存在A6578T导致的Thr18Ser改变，通过影响信号肽区域改变蛋白活性，是其PC∶C降低的主要原因；例2存在启动子多态性C5156T和突变A5045T，虽然不直接编码氨基酸，但可影响剪接过程，对蛋白活性造成影响；例3 PROC基因存在启动子C4867T多态性位点，7号外显子存在缺失突变，影响编码链接肽和活化肽过程，对蛋白活性产生影响，9号外显子G15240A杂合突变（导致氨基酸改变）影响蛋白结构中的两个活化三角区域，从而影响蛋白活性；例4存在PROC基因启动子多态性位点G4880A纯合突变和C4867T纯合突变，后者杂合型为多态性位点，纯合型则不是。启动子不编码氨基酸，但可影响转录水平，对蛋白功能有轻微影响，该启动子多态性位点可使PC∶C降低[@b11]。

研究表明，启动子多态性位点可导致PC∶C降低[@b12]。本研究4例患者PROC基因启动子突变分别为C4867T、G4880A、A5054T、C5156T，均为PROC基因的多态性位点，可能是导致这些患者PC∶C下降的原因。正常人群中也可出现此类突变，但并不表现为PC∶C降低或出现血栓症状，提示遗传性蛋白C缺陷症患者血栓形成为多种因素所致。体内其他抗凝蛋白活性水平和患者手术、卧床等一般状态也可导致血栓形成。

遗传性蛋白C缺陷症杂合子与正常人的血浆PC∶C水平可有重叠，所以依据血浆PC∶C诊断该疾病有一定的困难。以往的研究证实，PROC基因启动子第4867、4880、5054位分别存在C/T、A/G、A/T多态性，其中基因型纯合CC/GG/TT者血浆PC∶C较纯合TT/AA/AA者低22%，而且前者的杂合患者发生静脉血栓的危险性更高[@b8],[@b13]--[@b16]。本研究中，4例蛋白C缺陷患者PROC基因启动子区域存在相同的多态性位点，例1、2为CC/GG/TT纯合型，例3为杂合型，推测是导致PC∶C降低的主要原因。
